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(54) Bezeichmmg: 



VERFAHREN ZUR DURCHFCHRUNG EINER MESSUNG DER INTERAKTION VON CHEMIKAUEN MIT 
ZELLEN 



(57) Abstract 

The Invention relates to a relates to a method for determining the interacUon of chemicals 
with cells in a reactor, e.g. in a fixed-bed reactor or in a fluid-bed radar. To fcs ^signal 
is measured which is produced by one of the components affected during the reason. The 
signal is suited for befog detected by a detection system situated outside of the reactor. The 
Sonent which produces the signal can be the chemical itself in ^.^''^S 
the analysis of the pharmacokinetic characteristics of the chemical. An additional P^bdity 
relates to the analysis of an influence of the chemical on processes wimin the <*"• Adev.ce 
for carrying out the inventive method comprises a reactor for accommodating the ceUs, a 
circmation system, control units for monitoring the composition of the medium, asystem for 
gassing the medium, an entry for the chemical and at least one detection system for detecting 
the interaction. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zur Bestimmung der Interaktion von Chemikalien mit Zelfcn in einem Reaktor, 
z3. einem Festbettreaktor oder einem Wirbelschichtreaktor. Dabei wild ein Signal gemessen 
welches von einer derbei der Interaktion betroffenen Komponenten produaert wird. Das Signal 
It daa geeignet von einem Detektionssystem ausserhalb des Reaktors erfasst zu werden. Die 
Komponente welche das Signal produziert, kann die Chemikahe selbst sem m weld™, , FaU 
es sid, um die Unterauchung der pharmakokinetischen E.ge*scnaften der 
kann. Eine weitere Moglichkeit betrifft die Untersuchung ernes ^nflusses der^ikal.e auf 

Erfassung der Interaktion. 
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Verfahren zur Durchfuhrung einer Messung der Interaktion von 
Chemikalien mit Zellen. 

Die Erfindung betrifit ein Verfahren zur Durchfuhrung einer Messung der Interaktion von 
Chemikalien mit Zellen wobei die Zellen in einem Reaktor enthahen sind. Die Erfindung 
betrifit auch eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens sowie dessen Verwendung. 

Interaktionen von Chemikalien mit Zellen werden in der biologischen Forschung haufig 
gemessen. Das Augenmerk solcher Untersuchungen kann unterschiedlich sein. Einerseits 
werden solche Untersuchungen vorgenommen, urn festzustellen, ob Chemikalien eine 
bestimmte Wirkung auf die ZeUen ausuben. Es kann sich dabei um eine pharmakologische 
Wirksamkeit handeln, wenn das Ziel der Untersuchungen das Auffinden neuer WirkstofFe ist, 
es kann sich aber auch um die Feststellung einer toxischen Eigenschaft handeln. Beide Typen 
von Messungen werden im Rahmen eines Substanzscreenings anfallen, wo es immer auf einem 
bestimmten Verhaltnis der biologischen Wirksamkeit im Vergleich zur Toxizitat ankommt 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit ist die Erfassung der phannakokinetischeri 
Eigenschaften einer Chemikalie. Auch die pharmakokinetischen Eigenschaften von 
Chemikalien mussen im Rahmen einer Produktentwicklung untersucht werden, wenn 
beabsichtigt ist, das Produkt am Menschen oder bei Tieren anzuwenden. Im Rahmen der 
Untersuchung pharmakokinetischer Eigenschaften werden die Absorption der Chemikalie, 
seine Verteilung im Korper, sein Metabolismus und seine Ausscheidung erfaBt. Was sich im 
Zellsystem hervorragend untersuchen laBt, ist die Aufiiahme der Chemikalie in bestimmte 
Zellen, ihre Verstoffwechselung in diese Zellen und ihre Ausscheidung durch diese Zellen. 

Die biologische Aktivitat von Chemikalien wird letzlich am Tier erftiBt. Ein groBer Vorteil von 
Versuchen in Zellsystemen stellen jedoch ihre bessere Standardisierung, ihre Einfachheit und 
ihre geringeren Kosten dar. Versuche am Tier werden nicht nur erschwert durch gesetzliche 
Regelungen, sie sind immer teuer und aufwendig und die Widerstand in der Bevdlkerung gegen 
solche Versuche nimmt standig mehr zu. 

Aus diesem Grund ist es begruBenswert und notwendig, die Moglichkeit zu haben, die 
Eigenschaften von Chemikalien in einem Prufverfahren ohne Verbrauch von Tieren zu 
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screenen. Wenn auch solche Priifverfahren die Tierversuche nie ganzlich ersetzen werden, ist 
ihr groBer Vorteil bereits dadurch begriindet, daB sie als Vorscreening in der ersten Phase der 
Entwicklung von Chemikaiien die Durchfuhrung vieler Tierversuche uberflussig machen 
werden. 

5 

Versuche zur Durchfuhrung von Messungen bezuglich der Interaktion von Chemikaiien mit 
Zellen sind ira Stand der Technik bekannt. 

So beschreibt die P 195 37 033.3 die Durchfuhrung von Messungen an Zellen in einem 
10 Reaktor zu Erfassung von pharmakokinetischen und toxikokinetischen Eigenschaften. Als 
Reaktor wird ein Wirbelschichtreaktor verwendet welche blasenfrei begast wird. Die Zellen 
sind an TragerkSrpern angelagert. Mh diesem Verfahren ist es grundsatzlich mogHch, eine 
Rdhe von Fragestellungen aufeuklaren. Das Verfahren zeigt sich durch gute Anwendbarkeit 
aus. Nachteilig bei dem bekannten Verfahren war jedoch die Tatsache, daB es gemaB diesem 
15 Verfahren vorgesehen war, eine off-line Erfassung der Daten vorzunehmen, d.h. es war 
erforderlich dem Reaktor regelmaBig Proben zu entnehmen, damit die Effekte der Chemikalie 
auf die Zellen erfaBt wurden. 

Eine standige Entnahme von Proben zur Erfassung von Daten ist in mancher Hinsicht 
20 problematisch. Eine Entnahme von Material aus dem Reaktor fuhrt zu edner Veranderung im 
System, wenn eine haufige Entnahme erforderlich ist, kann diese Veranderung sogar erheblich 
sein. AuBerdem fuhrt diese Art von Erfassung zu einer gewissen Verzogerung im Verfahren. 
Wenn es erforderlich ist, anhand der erfaBten MeBwerte Veranderungen im System 
vorzunehmen, etwa durch eine Zugabe der Chemikalie, kann diese Veranderung fruhestens 
25 nach Bestimmung des jeweiligai MeBwertes gemacht werden. Diese Tragheit ist grundsatzlich 
von NachteiL Auch die Tatsache, daB iiberhaupt Messungen durchgefuhrt werden mussen, ist 
unerwunscht. Messungen binden Material und Personal und sind fur die Etablierung von 
Verfehren im Routinescreening unerwunscht. 

30 Es war die Aufgabe der vorli^enden Erfindung, ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, daB 
die Nachteile des Standes der Technik nicht besaB und durch eine einfachere Erfassung von 
MeBdaten besser in einem Screeningsystem einpaBbar ist. 
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Es war eine weitere Aufgabe der voriiegenden Erfindung, eine Vorrichtung zur Verfiigung zu 
stellen, mit welcher sich das erfindungsgemaBe Verfahren durchfuhren laBt. 



Die erstgenannte Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den kennzeichnenden Merkmalen des 
5 Hauptanspruchs gelost. 

Das Verfahren bezieht sich ganz allgemein auf die Interaktion von einer Chemikalie mit Zellen. 
Das Verfahren ist damit ausdrucklich nicht auf eine bestimmte Interaktion beschrankt. 

10 Es ist somit im Rahmen des erfindungsgemafien Verfahrens moglich, eine Wirkung der Zellen 
auf die Chemikalie zu erfassen. Das beinhaket somit eine Aufiiahme der Chemikalie in die 
Zellen, eine Umwandlung der Chemikalie in der Zelle und eine Ausscheidung der veranderten 
oder unveranderten Chemikalie durch die Zellen. Diese Wirkung der Zelle auf die Chemikalie 
betrifft Vorgange, welche sich allgemein unter pharmakokmetischen Untersuchungen 

15 subsumieren lassen. 

Andererseits bietet das System die Moglichkeit, die Auswirkung der Chemikalie auf die Zellen 
des Prufsystems zu untersuchen. Eine solche Interaktion wird haufig als Verschlechterung der 
Zustand der Zellen beobachtet. Eine direkte lethale Wirkung der Chemikalie auf die Zellen 

20 wird ublicherweise als toxische Wirkung zu werten sein, es sei derm, die Zellen im Prufsystem 
sind geradezu Targetzellen fvir einen gewunschten AngrifF durch die Chemikalie wie etwa bei 
Tumorzellen, in welchem Fall die lethale oder toxische Wirkung erwunscht ist. Es sei jedoch 
daraufhin zu weisen, daB diese Art der Interaktion ebenfalls eine Beeinflussung biochemischer 
Vorgange innerhalb der Zelle umfaBt, wobei die biochenrischen Vorgange Effekte auf dem 

25 Niveau der Proteinsynthese , der DNA-Synthese oder der RNA-Synthese darstellen konnen. 

Das Verfahren wird in einem Reaktor durchgefiihrt. Ein Reaktor ist die allgemeine 
Bezeichnung eines die Zellen umfassenden GefaBes. Je nach Anordnung der Zellen im Reaktor 
wird dieser unterschiedlich bezeichnet. So kann das Verfahren sowohl mit einem 
30 Wirbelschichtreaktor (auch FlieBbettreaktor genannt) wie mit einem Festbettreaktor 
durchgefiihrt wo-den. Diese Moglichkeiten werden nachher im Rahmen der Beschreibung 
naher spezifiziert. Auch andere Anordnungen konnen durchaus in Betracht kommen. 
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Der Reaktor ist nicht auf ein bestimmtes Format beschrankt. Bevorzugt wird ein Reaktor mit 
einem Gesamtvolumen von etwa 50 ml, aber auch andere Abmessungen kommen in Betracht. 

Ist der Reaktor ein Whbelschichtreaktor, so ist das erfindungsgemaBe Verfahren sehr gut mit 
5 dem in der P 195 37 033.3 beschriebenen Reaktor durchfuhrbar. Ein solcher bevorzugter 
Reaktor weist ein Gesamtvolumen von etwa 50 ml auf. Der Reaktor ist am unteren Ende 
konisch verjtingt und der Durchmesser dieses Ende entspricht dem Durchmesser einer Leitung 
welche diesem Ende zugeordnet ist. Das Reaktorrohr besitzt einen Durchmesser von ca 10 - 
20 mm bei einem Offhungswinkel von ca. 25°. 

10 

Auch fur die genaue Anordnung der Zellen im Reaktor gibt es mehrere Moglichkdten. Die 
Zellen koimen als Zellkultur eingesetzt werden, wobei sie frei in einem geeigneten flussigen 
Medium vorliegen. Die biologische Fachliteratur verschaflt dem Fachmann ausreichend 
Information, wie er in bezug auf die Einrichtung einer Zellkultur vorzugehen hat. 

15 

Besonders bewahrt hat sich jedoch eine Ausfuhrungsform, bei welcher die Zellen nicht frei 
vorliegen, sondera sich an Tragerpartikeln angesiedelt haben und sie somit an diesen 
Tragerpartikeln als festen Partikeln immobilisiert sind. Diese Ausfuhrungsform, welche z.B. in 
der P 195 37 033.3 beschrieben wird, fuhrt zu uberraschend hohen ZeMchten. 

20 Wenn ein Reaktor mit einem Volumen von 50 ml verwendet wird, wird bevorzugt mit einer 
Tragennenge von 20 bis 25 ml Schuttvolumen gearbeitet. Auf dieser Menge Tragermaterial 
koimen 1 bis 5 g Zellen immobilisiert werden. Das Verfahren kann zu einer sehr hohen 
Zelldichte fiihren: pro ml Trager werden Zelldichten zwischen 5*10 7 und 10 8 Zellen erreicht. 
Die Dichte welche bei diesem Verfahren erreicht werden ist der naturlichen Situation 

25 wesentlich naher wie die fruheren in-vitro- Verfahren. 

Das Verfahren ist nicht auf bestimmte Zellen beschrankt. Der Auswahl wird primar von der 
Einsetzbarheit im Verfahren bedingt sein, weil nicht unbedingt alle Zelltypen fur eine 
Anwendung in einer freien Zellkultur und ebenso nicht gemaB der bevorzugten 
30 Ausfuhrungsform fur eine Ansiedlung an Tragermaterial geeignet sein. 

Durchfuhrbar ist das Verfahren sehr gut mit tierischen oder menschlichen Leber- oder 
Nierenzellen, eine Auswahl, welche speziell im Rahmen von pharmakokinetischen 
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Untersuchungen auBerst sinnvoll ist. Auch eine Anwendung mit Tumorzellen wird bevorzugt, 
speziell im Rahraen von Untersuchungen, welche sich auf ein Screening nach antikanzerogenen 
Verbindungen richten. Im allgemeinen kann behauptet werde, daB Zellen, mit welchen das 
erfindungsgemaBe Verfahren nicht durchgefiihrt werden kann, z.Z. nicht bekannt sind. 

5 

Die festen Partikeln sind nicht an einer bestimmten Ausfuhmngsform gebunden. Auch in 
bezug auf diese feste Partikeln gibt es eine beliebige Variation an Moglichkeiten. Einzige 
Bedingung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Voraussetzung, daB 
die festen Partikeln im ausgewahlten flussigen Medium nicht loslich sind. Ansonsten ist bei 
10 dem Material der Partikeln und bei deren genauen Geometrie ledigHch auf deren Zweck im 
Verfahren zu achten. Im Rahmen der Erfindung wird es sicherlich eine bevorzugte Variante 
darstellen, von mehr oder weniger kugelformige Partikeln auszugehen. Diese bieten eine 
relativ groBe Oberflache, lassen sich hervorragend zu einer Packung stapeln und erlauben 
trotzdem einen ungestorten DurchfluB von flussigem Medium. 

15 

Selbstverstandlich betrifit die Moglichkeit, das Verfahren mittels eines Festbettes oder eines 
Wiibelsehichts auszufiihren, gleichermaBen die freischwebenden Zellen wie die an festen 
Partikeln anhaftenden Zellen. 

20 Wie nachher im Rahmen der Ausfiihrungsbeispiel naher erortert wird, ist es eine bevorzugte 
Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens, es im Rahmen der Kultivierung von 
menschlichen Korperzellen zu verwenden. Bei solchen Versuchen haben sich bestimmte 
Partikeln als auBerst gut vowendbar gezeigt. Besonders zweckmaBig sind porose 
Wirbelkorper mit 200 - 1500 \xm Durchmesser und einer Dichte von mindestens 1,1 kg/1, deren 

25 Poren mh Medium gefiilh and. 

Zunachst wurden gunstige Erfehrungen mit Siran®-Kugeln (Firma Schott, Mainz) gemacht. 
Solche Siran®-Kugeln sind porose Glastrager mit etwa 50 % Porositat und einer KorngroBe 
von 200 - 1500 Jim, vorzugsweise von 400 - 700 *im. Die Glastrager konnen vor dem Einsatz 
30 im Verfahren mh einer verdunnten Gelatinelosung vorbehandeh werden. Die Siran®-Kugeln 
hab«i sich in Versuchen mit menschlichen oder tierischen Zellen immer wieder durch ihre 
havorragenden Eigenschaften in bezug auf Haftung und Stabilhat ausgezeichnet. 
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Eine weitere Variante welche ebenfells bevorzugt im Rahmen von Untersuchungen mit 
Zellmaterial zur Anwendung kommt sind Kollagenmikrotrager. Auch diese Trager sind in 
verschiedenen GroBen und Ausfiihrungen verfiigbar. Kollagenmikrotrager zeigen ahnlich gute 
Eigenschaften im Versuch, weisen im Vergleich zu den CHaskugeln eine besondere Eigenschaft 

5 auf, welche ihnen je nach Bedaif einen entscheidenden Vorteil verschaffen kann. Es kommt 
namlich haufig bei der Anwendung von Partikeln mit angehafteten Komponenten vor, daB 
gewunscht wird, diese Komponenten am Ende der Reaktion zuruckzugewinnen, mit dem Ziel 
eines erneuten Einsatzes oder einer anschlieBenden Weiterbearbeitung. Bei solchen 
Kultivienmgen stellen die angewachsenen Zellen den Zweck des Versuches dar und ist es somit 

10 unumganglich sie von den Partikeln, wie z.B. den Siran®-Kugeln oder den 
Kollagenmikrotragern zu losen. Gerade dann zeigt sich der Vorteil der letztgenannten 
Partikeln, weil man die Kollagenmikrotrager einfech in einem eine Kollagenase enthaltenden 
System uberfuhren kann, mit der Folge, daB die Trager sich auflosen und die Zellen welche von 
dem Enzym nicht angegriffen werden aus der Losung isoliert werden konnen. 

15 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird in einem flussigen Medium durchgefuhrt. Die 
Bedingungen im Reaktor, wie etwa die Zusammensetzung des Kiilturmedhims, die 
Temperatur, die Art der Begasung, usw. sind zu jedem Zelltyp einzeln zu bestimmen und zu 
optimieren. Die optiniierten Reaktionsbedingungen sind bei dem erfindungsgemaBen 
20 Verfahren bevorzugt automatisch zu regulieren. 

Es stellt ein besonderes Merkmal des erfindungsgemaBen Verfahrens dar, daB eine der bei der 
Interaktion zwischen der Chemikalie und den Zellen betroflFenen Komponenten eine ein Signal 
produzierende Komponente darstellt Eine solche Komponente wird bei der Interaktion 
25 zwischen der Chemikalie und den Zellen direkt oder indirekt beeinfluBt 

Die Komponente kann somit die Chemikalie selber sein, so z.B. wenn es das Augenmerk der 
Untersuchung ist, festzustellen, ob die Chemikalie iiberhaupt von den Zellen beeinfluBt wird. 
Es wird haufig die Information veriangt werden, ob die Chemikalie von der Zelle 
30 aufgenommen wird. EHe Erkenntnis, daB eine bestimmte Chemikalie von bestimmten ZeUen 
nicht aufgenommen wird, kann eine erhebliche Bedeutung haben. Auch die Erfassung eines 
zdtHchen Verlaufs der intrazelliilaren Konzentration einer Chemikalie kann bedeutende 
Aufschlusse in bezug auf Wirksamkeit oder Nd^enwiikungen von Chemikalien verschaffen. 
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Die Komponente kann aber genausogut nicht die Chemikalie selbst sondern eine andere 
Komponente sein, wenn es z.B. das Augenmerk der Untersuchung ist, festzustellen, ob 
bestimmte intrazellulare Ablaufe in Anwesenheit der Chemikalie verandert werden. Es kann 

5 hierbei z.B. untersucht werden, ob die Chemikalie eine Veranderung der Proteinsynthese ganz 
allgemein, oder der Synthese eines bestimmten Proteins oder der Synthese des Erbmaterials 
oder der Teilung der Zelle bewirkt. Wenn es eine Untersuchung in bezug auf die 
Proteinsynthese betrifit, wird die betrofifene Komponente moglicherweise eine bestimmte 
Aminosaure oder zwei Aminosauren sein, wenn es jedoch eine Untersuchung in bezug auf eine 

10 Veranderung der DNA- oder RNA-Synthese betrifit, wird moglicherweise eine der 
Bestandteile der DNA oder KNA als betrofifene Komponente verwendet werden. Wenn 
wiederum ein anderer Vorgang untersucht wird, konnen noch andere Komponenten 
Gegenstand der Untersuchung sein. Es hangt somit von der Fragestellung bei der 
Untersuchung ab, welche Komponente im einzelnen Gegenstand der Untersuchungen wird. 

15 

Die betrofifene Komponente welche Gegenstand der Untersuchung gemaB dem 
erfindungsgemaBen Verfahren ist, muB eine ein Signal produzierende Komponente sein. Durch 
dieses produzierte Signal ist der Untersucher in der Lage, zu erfassen, ob eine Interaktion 
zwischen Chemikalie und Zellen erfolgt und wie sich diese Interaktion auswirkt. 

20 

Das von der betroflfenen Komponente produzierte Signal kann ein beliebiges Signal sein. 
Bedingung ist lediglich, daB ein solches Signal produziert wird und seine Erfassung durch ein 
Detektionssystem auBerhalb des Reaktors erfolgen kann. Ein solches Signal kann z.B. 
radioaktive Strahhing sein, wenn bei der Durchfuhrung des Verfahrens einen Radiotracer 

25 verwendet wird. Eine weitere Mdglichkeit betrifit Fluoreszenzstrahlimg wenn bei der 
Durchfuhrung des Verfahrens eine fluoreszierende Komponente eingesetzt wird. Im Rahmen 
von Untersuchungen welche sich mit dem Einfiufi der Zelle auf die Chemikalie befassen, also 
Untersuchungen mit einem pharmakokinetischen Hintergrund, kann die Chemikalie als 
betrofifene Komponente markiert mit einem radioaktiven Isotop angeboten werden. Die von 

30 dem radioaktiven Isotop produzierte Strahlung kann durch emen entsprechenden 
Radioaktivitatsdetektor auBerhalb des Reaktors erfaBt werden. Eine unterschiedliche 
radioaktive Markierung kann verwendet werden. Fur die Auswahl der betreffenden 
Mariderung in der Untersuchung kann aus dem vorhandenen Angebot ausgewahlt werden. Die 
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Auswahl wird naturlich dadurch beeinfluBt werden, welche Markieningen uberhaupt fur die 
beabsichtigte Untersuchung verfiigbar oder verwendbar sind. Dariiberhinaus gibt es jedoch 
weitere praktische Uberlegungen. Kurzlebige radioaktive Verbindiingen haben bei der 
Durchfuhrung der Versuche gemaB dem erfindungsgemaBen Verfahren eindeutige Vorteile, 
5 weil es mit solchen Veibindungen mit wesentlich weniger Aufwand moglich ist, in relativ 
kurzen Abstanden in dem gleichen Reaktor separate Versuche durchzufuhren. Es stellt sich in 
bezug auf Reinigung, Entsorgung und ReststraWung somit sehr vorteilhaft dar, solche 
kurzlebige Strahler zu verwenden Als solche kurzlebige Strahler kommen z.B. 18 F und 18 0 in 
Betracht. Demgegenuber stellen z.B. Untersuchungen mit 14 C eindeutige Nachteile dar. 

10 

Es wird aber fur den Fachmann kein grundsatzlich neues Problem darstellen, zu uberiegen, 
welche Radiotracer sich fur seine Fragestelhmg am besten eignen. Die Anwendung von 
Radioaktivitat in der biologischen Forschung ist ein Routineverfahren, das in vielen Versuchen 
Anwendung findet. 

15 

Es kann auch durchaus in Betracht kommen, in einer Untersuchungen zwei unterschiedliche 
markierte Veibindungen zu verwenden. Diese Moglichkeit kann nutzlich sein, wenn in einer 
Untersuchung eine direkte Wirkung einer Chemikalie auf einem intrazellularen Vorgang sowie 
seine Phannakokinetik erfaBt werden sollen. Bei einer solchen Untersuchung liegt somit eine 
20 markierte Chemikalie sowie moglicherweise eine markierte Vorstufe fur den intrazellularen 
Vorgang vor. 

Es ist ein weiteres Merkmal des erfindungsgemaBen Verfahrens, daB das Signal mit einem 
Detektionssystem auBerhalb des Reaktors erfaBt wird. Es wird im Rahmen der Beschreibung 

25 der erfindungsgemaBen Vorrichtung naher auf die Ausfuhrungsform des Detektionssjrstem 
eingegangen werden. Die Ausfuhrung wird naturlich primar dxirch das produzierte Signal 
bestimmt sein. Bei Messungen an Komponenten mit einem radioaktiven Isotop wird das 
Detektionssystem ein System umfassen, daB zur Erfassung der radioaktiven Strahhing geeignet 
ist, wahrend bei der Erfassung von Fluoreszenz eine Ausstattung zur Erfassung von 

30 Fluoreszenzstrahlen gewahlt wird. 

Es stellt ein weiteres bevorzugtes Merkmal der voriiegenden Erfindung dar, daB das im 
Reaktor von einer der betroffenen Komponenten produzierte Signal, welches auBerhalb des 
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Reaktors von einem Detektionssystem erfaBt wird, sofort einem Rechner zugeleitet und writer 
verarbeitet wird. Eine solche bevorzugte Ausfuhrungsform hat viele Vorteile. Es ist zunachst 
erforderlich, eine entsprechende Software vorzubereiten, welche die Verarbeitung der Daten 
ermoglicht. Ist diese Voraussetzung einmal erfiillt, karm das erfindungsgemaBe Verfahren 
vollautomatisch ablaufen, ohne daB manuelle Handlungen und entsprechende Bindung von 
bedienendem Personal erforderlich sind. Insbesondere bei einer solchen Ausfuhrungsform wird 
der groBe Vorteil des erfindungsgemaBen Verfahrens deutlich. Die regelmaBige Entnahme von 
Proben bei dem Verfahren nach dem Stand der Technik, die Notwendigkeit, die entnommenen 
Proben je nach Reaktionsablauf auBerhalb des Reaktors writer zu bearbehen, und zum SchluB 
die eraelten Daten weiterzuverarbehen, fuhren zu einem aufwendigen und kostspiriigen 
Ablauf Dieser Aufwand entfallt bei dem erfindungsgemaBen Verfahren. Wo der groBe 
Aufwand bei dem Verfahren gemaB dem Stand der Technik moglicherweise dazu fuhrte, dieses 
bekannte Verfahren nur gelegentlich bei ganz bestimmten Untersuchungen anzuwenden, liegt 
bri dem erfindungsgemaBen Verfahren ohne weiteres die Moglichkeit vor, das Verfahren in 
einem Routinescreening einzusetzen. Es ist z.B. ein groBer Vorteil des erfindungsgemaBen 
Verfahrens, daB bei Erfassung der Verweildauer der Chemikalie im Prufsystem die 
Notwendigkeh entfallt, eine solche Messung durch Beimischung eines Indikators 
durchzufuhren. Diese Beimischung eines Indikators wurde bei dem Verfahren gemaB dem 
Stand der Technik beschrieben und war schon alleine deswegen unerwunscht, weil nie ganzlich 
ausgeschlossen werden konnte, daB eine Wechselwirkung zwischen Chemikalie und Indikator 
vorliegt. AuBerdem konnte nur vermutet werden, daB das Verhahen beider Verbindungen im 
Verfahren gleichermaBen ablauft. Insbesondere, wenn die Chemikalie von den Zellen 
aufgenommen und metabolisiert wird, ist die Annahme, daB Indikator und Chemikalie sich 
gleich verhahen, zweifelhaft. 

Das Verfahren wird ublicherweise mit Zellen durchgefiihrt. Es ist jedoch ausdrucklich 
daraufhinzuweisen, daB auch eine Anwendung ohne Zellen durchaus in Betracht kommt. Ein 
einfaches Beispiel ist z.B. eine Untersuchung, welche zur Uberprufung der Spezifizkat 
monoklonaler Antikorper durchgefiihrt werden kann. Dazu kann man die monoklonalen 
Antikorper an festen Partikrin binden, wobei die vorstehend beschriebenen wiederum 
bevorzugt verwendbar sind, urn anschlieflend mit markierten Substraten Untersuchungen zur 
Prufimg der Bindung dieser Substrate durchzufuhren. Die Abreicherung des markierten 
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Substrats bzw. dessen Anreicherung im Bereich des Wirbel- oder Festbettes erlaubt die 
Spezifizitat der Bindung sowie die Bestimmung der Bindungskinetik. 

Es lassen sich gieichermaBen Untersuchungen zur BeeinfluBung des Antikorper-Substrat- 
Komplexes durch Testsubstanzen und Temperatur- oder pH-Veranderungen durchfuhren. 

5 

Auch weiter unten wird im Rahmen der Beschreibung einiger bevorzugten Verwendungen des 
erfindungsgemaBen Verfahrens ein weitere Moglichkeit einer Verwendung in einem zellfreien 
System beschrieben. 

10 Die Erfindung betrifft ebenfalls eine Vorrichtung mit den Merkmalen des Anspruchs 6. Die 
Vorrichtung wurde mit dem Augenmerk erfunden, in dem erfindungsgemaBen Verfahren 
genutzt zu werden. Somit ist eine Vorrichtung vorgesehen, welche zur Messung der 
Interaktion von Chemikalien mit Zellen eingesetzt werden soli. 

15 Die Vorrichtung weist einen Reaktor zur Aufiiahme der Zellen auf, bzw. gemaB der 
bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens, zur Aufiiahme der auf festen Partikein 
immobilisierten Zellen. 

Der Reaktor kann unterschiedlich ausgefiihrt sein und ist dem Verfahren angepafit. Haufig 
20 wird im erfindungsgemaBen Verfahren ein Wirbelbett vorgesehen sein und stellt der Reaktor 
dementsprechend einen Wirbelschichtreaktor dar. In einem Wirbelschichtreaktor wird 
ublicherweise flussiges Medium einem die Zellen enthakenden Reaktorteil mit einer solchen 
FluBgeschwindigkeh zugefuhrt, daB die 2^ellen sich nicht einersehs absetzen konnen, sondern 
standig von dem Flussigkeitsstrom aufgewirbelt werden, ohne jedoch mitgefuhrt zu werden. 

25 

Solche Wirbelschichtreaktoren werden beispielsweise in P 195 28 871.8 beschrieben. Ein 
solcher Wirbelschichtreaktor kann z.B. rinen zylindrischen Reaktorrohr und ein konisch 
verjungtes Ende aufweisen. Bei einem Reaktor mit einem Gesamtvohimen von beispielsweise 
50 ml kann das Reaktorrohr ednen Durchmesser von 10-20 mm aufweisen, das verjungte 
30 Ende demgegenuber einen Durchmesser, welcher dem ernes vorgesehenen Umlaufsy stems 
entspricht. Der Wirbelschichtreaktor kann im veijungten unteren Ende ein Membran oder 
Filter aufweisen, urn zu verhindern, daB Zellen entgegen dem Strom des flussigen Mediums in 
das Umlaufsystem gelangen, absolut erforderlich ist dies jedoch nicht, da die Erfahrung mit 
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solchen Wirbelschichtreaktoren gezeigt hat, daB die Zellen bei richtiger Einstellung des 
Verfahrens den Bereich des zylindrischen Reaktorrohrs nicht veriassen. 

Der Reaktor kann ebenfalls als Festbettreaktor ausgefuhrt sein. Der Reaktor kann auch dann 
5 grundsatzlich ein Format aufweisen, wie es vorstehend in bezug auf einer Ausfuhrung als 
Wirbelschichtreaktor beschrieben wurde. Auch der Festbettreaktor kann somit einen 
2ylindrischen Reaktorrohr und ein verjungtes Ende aufweisen. Bei einer Ausfiihning als 
Festbettreaktor wird vorzugsweise das flussige Medium von oben ab durch das Festbett 
stromen, was selbstverstandlich die Anordnung ernes Filters, eines Membrans oder eines Siebes 
10 in dem Reaktorrohr oder im Abschnitt des verjiingten Endes erforderlich macht. 

Auch andere Typen von Reaktoren konnen in Betracht kommeit Jeder raumliche Anordnung, 
welche zur Aufhahme von Zellen geeignet ist, kann als Reaktor in der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung in Betracht kommen. 

15 

Der Reaktor wird normalerweise aus das bestehen. Auch andere Materialien konnen in 
Betracht kommen, aber es lafit sich nicht einfach ausdenken, welche Vorteile eine bestimmte 
andere Ausfuhrung fur die erfindungsgemaBe Vorrichtung haben wurde, sollte sie in einem 
anderen Material ausgefuhrt sein. Glas ist billig, bestandig, gut reinigbar, durchsichtig und 
20 durchlassig fur die Signale welche gemafi dem erfindungsgemaBen Verfahren detektiert werden 
mussen. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung muB des weiteren ein Umlaufsystem aufweisen. Es muB 
vorgesehen sein, das flussige Medium in der Vorrichtung zu riihren oder zu wiibebi ist, damit 
25 eine effektive Homogenisierung des flussigen Mediums im System vorgenommen werden kann. 

Das Umlaufsystem kann jede beliebige Ausfuhrung aufweisen, solange sie einen intensiven und 
grundlichen Ruhrvorgang gewahrleistet. Es ist eine bevoraigte Ausfuhrungsform der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung, daB die Vorrichtung ein Umlaufsystem aufweist, welches am 
30 unteren Ende des Reaktors eine erste Offiiung \md am oberen Ende des Reaktors eine weitere 
Oflfiiung umfaBt, wobei zwischen den beiden Oflfhungen eine Leitung angeordnet ist. Durch 
diese Anordnung wird das flussige Medium standig in dne Art Kreislaufbewegung 
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rundgepumpt, wobei fur dieses Rundpumpen vorzugsweise eine Umwalzpumpe in der Leitung 
angeordnet wird. 



Die Dimension der Oflfiiungen in dem Reaktor und das Format der Leitung ist kein 
5 wesentiiches Merkmal der erfindungsgemaBen Vorrichtung. Wenn der Reaktor gemaB der 
vorstehend beschriebenen bevorzugten Ausfuhrungsform ein Wirbelschichtreaktor ist, welcher 
aus einem zyiindrischen Reaktorrohr mit einem verjungten unteren Ende besteht, wird die 
Leitung an dem verjungten unteren Ende angeschlossen. Der Durchmesser des verjungten 
Ende betragt meistens unter 7,5 mm und bei einem solchen Durchmesser kann in einer relativ 
10 einfechen Aufstelhing einen Umlaufschlauch verwendet werden. Bei dieser bevorzugten 
Ausfuhrungsform wird im oberen Bereich des zylinderformigen Reaktorrohrs die zweite 
Oflhung angeordnet, welche bevprzugt den gleichen Durchmesser aufweist, damit fur die 
Leitung zwischen den beiden Oflfiiungen ein identischer Schlauch verwendet werden kann. 

15 Die Vorrichtung muB Kontrollorgane zur Uberwachung der Zusammensetzung des Mediums 
aufweisen. Reproduzierbare und vergleichbare Untersuchungen setzen gleichbleibende 
Bedingungen voraus. Konstanz der Zusammensetzung des flussigen Mediums ist fur eine 
Arbeit mit Zellsystemen wichtig, weil nur so eine ausreichende Vitalitat des Systems voriiegt. 
Es konnen Parameter wie Konzentration der Inhaltsstoffe des Mediums, Konzentration der 

20 Nahrstoffe, pH, Osmolaritat und Sauerstoffkonzentration mit entsprechenden Sensoren 
iiberwacht werden. Die Kontrollorgane wie z.B. eine pH-Sonde, eine p02-Elektrode oder 
FlieBinjektionsanalytik zur Substrat- und Metabolitanalytik konnen in dem Reaktor sowie in 
dem Umlaufsystem angeordnet sein. Idealerweise sind die Kontrollorgane in einem 
automatisierten Kontrollsystem eingebaut, daB ebenfells vorsieht, daB eine eventuell 

25 erforderliche Anpassung der Zusammensetzung des flussigen Mediums ebenfalls automatische 
gesteuert wird. Eine solche Anpassung kann als Zufuhr irgendwelcher Inhaltsstoffen oder 
NahrstoflFe (gelost oder ungelost), als Zufuhr frisches Mediums oder eine Intensivierung der 
Begasung vorgenommen werden. 

30 Wie bereits im vorletzten Absatz angedeutet, weist die erfindungsgemaBe Vorrichtung eine 
Anordnung zur Begasung des Mediums auf Mit einer solchen Begasung wird in den meisten 
Untersuchungen eine Anordnung gemeint, welche spezieD Sauerstoflf zufuhrt. Fur die meisten 
biologischen System ist ein bestimmter minimaler Sauerstoffdruck fur einen ordentlichen 
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Ablauf der intrazellularen Prozesse eine absolute Voraussetzung. Deswegen kommt auf eine 
gut funktionierende Anordnung zur Begasung besonders an. 



Es kommt nicht auf eine bestimmte Ausfuhrung der Anordnung zur Begasung an. In dem 
5 berehs mehrfach zitierten Stand der Technik gemafi P 195 37 033.3 ist eine Anordnung zur 
Begasung vorgesehen, welche eine Silikonmembran umfaBt, uber welche Sauerstoff in das 
flussige Medium gelangt. Die Vorrichtung gemaB dem Stand der Technik sah fur diese 
Silikonmembran bevorzugt eine koaxiale Anordnung in dem Reaktorrohr vor. Eine solche 
koaxiale Anordnung hat in der erfindungsgemaBen Vorrichtung jedoch Nachteile, weil, wie 
10 nachfolgend mehr detailliert beschrieben wird, die Vorrichtung ein Detektionssystem umfaBt, 
und die Anordnung des Silikonmembrans in dem Reaktorrohr mh einer besonders bevorzugten 
Ausfuhrungsform des Detektionssystems interferiert. Somit ist es giinstiger, die Vorrichtung 
zur Begasung nicht in dem Reaktorrohr anzuordnen, sondern an irgendeiner Stelle in dem 
Umlaufsystem. 

15 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung muB eine Stelle fur die Zudosierung der Chemikalie 
aufweisen. Dabei kann vorgesehen sein, daB lediglich eine Stelle fur die Zudosierung 
vorgesehen ist, es ist jedoch auch moglich, zwei unterschiedliche Positionen zur Dosierung 
vorzusehen, wobei eine der beiden Stellen fur eine akute Injektion benutzt werden kann, die 
20 andere fur eine Zudosierung welche als Infusion ausgefiihrt wird. 

Es ist ein wesentliches Merkmal der vorliegenden Erfindung, daB die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung ein Detektionssystem zur Erfassung des bei der Interaktion von der Chemikalie 
mit der Zelle produzierten Signals aufweist. Bei der Beschreibung des erfindungsgemaBen 

25 Verfahrens wurde bereits dargestellt, daB das Verfahren mit unterschiedlichen Signaler 
gleichermaBen durchfiihrbar ist oder sogar in einem einzelnen Versuchsdurchgang mit 
verschiedenen Signalen . Es ist offensichtlich, daB das Detektionssystem an dem jeweiligen 
Signal angepaBt werden muB. Es spielt jedoch bei der gnmdsatzlichen Beschreibung der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung keine besondere Rolle, fur die Erfassung welcher Signale das 

30 Detektionssystem vorgesehen ist. 
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Da die erfindungsgemaBe Vorricbtung die Erfassung einer Interaktion einer Ghemikalie mit 
Zeilen bezweckt, wird die Anordnung des Detektionssystems im Bereich des Reaktors wo die 
Zellen sich befinden selbstverstandlich das meist sinnvolle sein. 

5 Bei einer Versuchsdurchfuhrung mit einer Chemikaiie, welche selbst das Signal produziert, 
wird es mit einer Positionierung des Detektionssystems im Bereich der Zellen mogHch sein, zu 
erfassen, ob die Chemikaiie sich im Bereich der Zellen anhauft und wird ein zeitlicher Verlauf 
der Signalintensitat deutlich werdea Wenn das Signal nicht von der Chemikaiie selbst, 
sondern zB. von einem Bestandteil der ZeUe produziert wird, dessen BeeinfluBung es zu 
10 studieren gilt, gibt die Erfassung des Signals im Bereich der Zellen AufschluB dariiber, 
inwieweit die Chemikaiie zeitlich eine vermehrte Aufiiahme oder Ausschleusung diese 
Bestandteils bewerkstelligt. 

Obwohl eine Vorrichtung mit lediglich einem Detektionssystem somit bei verschiedenen 
15 Fragestellungen einen Sinn macht, wird eine weitere mehr bevorzugte Ausfiihrungsform mit 
zwei Detektionssystemen zu einem besseren Ergebnis fiihren. Bei dieser mehr bevorzugten 
Ausfiihrungsform wird sich das erste Detektionssystem im Bereich der Zellen befinden, wie es 
bereits hiervor bei einer Vorrichtung mit nur einem Detektionssystem beschrieben wurde. Das 
zweite Detektionssystem jedoch soli an einer Stelle in der Vorrichtung positioniert werden, wo 
20 keine Zellen vorliegen. Eine solche bevorzugte Ausfiihrungsform erlaubt eine wesentlich 
aussagekraftigere Aussage dariiber, ob ein bestimmtes Signalniveau im Bereich der Zellen 
wirklich durch eine Interaktion mit den Zellen zustande kommt oder vielmehr eine generelle 
Veranderung im gesamten System darstellt, welche letztlich lediglich durch ein Signal auf dem 
Niveau die Zellen enthaltenden flussigen Mediums zustandekommt. Durch das zweite 
25 Detektionssystem wird es mit einer wesentlicher groBeren Genauigkeit und einer hoheren 
Empfindlichkeit moglich sein, Interaktionen zwischen Chemikalien und Zellen zu erfassen. Die 
Detektion der Signalintensitat im umlaufenden Medium und im Wirbelbett erlaubt die 
kontinuierliche Ermittlung der von den Zellen aufgenommene Chemikalienmenge. 

30 Diese Beschreibung der erfindungsgemaBen Vorrichtung macht deutlich, weshalb eine 
Ausfiihrungsform der Vorrichtung, welche eine koaxiale Position des Gasmembrans zur 
Oxygenierung des Mediums vorsieht, in Verbindung mit der Erfassung des Signals im Bereich 
des Reaktors einen Nachteil darstellt. Die Anordnung des Gasmembrans innerhalb des 
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Reaktors mu8 unvermeidlich zu Storungen im MeBvorgang fuhren. Nicht nur kann die 
Anwesenheit des Membrans storen, auBerdem wird durch die Anordnung Medium verdrangt 
und dementsprechend eine Abschwachung des Signals verursacht. 

GemaB einer ersten Ausfiihrungsform ist es vorgesehen, daB das Detektionssystem einen 
Detektor umfaBt. GemaB einer weiteren mehr bevorzugten Ausfiihrungsform soil das 
Detektionssystem zwei getrennte Detektoren umfasse, welche beispielsweise auf 
gegenuberliegende Seiten des Reaktors angeordnet sind (Koinzidenzmessung). Diese mehr 
bevorzugte Ausfiihrungsform ist bei einem einzelnen Detektionssystem sowie bei einem 
zweifachen Detektionssystem gleichermaBen zu bevorzugen. 

GemaB weitere, noch mehr bevorzugte Ausfiihrungsformen, sind noch weitere 
Detektionssysteme in der erfindungsgemaBen Vonichtung vorgesehen. Eine erste weitere 
Anordnung ist im Bereich des Zugangs der Chemikalie vorgesehen, vorausgesetzt, das erfaBte 
Signal wird von der Chemikalie selber produziert Der Vorteil dieser Anordnung betrifft die 
Moglichkeit, eine gezielte und prazise Zudosierung der Chemikalie in das flussige Medium 
vorzunehmen, weil mittels der direkten Erfassung des Signals im Zulaufbereich insgesamt die 
Erhdhung des Signals im System erfaBt wird. 

GemaB noch einer weiteren, ebenfalls bevorzugten Ausfiihrungsform ist ein weiterer Detektor 
im Bereich des Umlaufsystems vorgesehen. Mit einem an dieser Position angeordneten 
Detektionssystem ist eine weitere Verfeinerung der Uberwachung der Aktivitat im System 
moglich. 

Die Detektoren werden je uber einen Hauptverstarker und einen Fensterdiskriminator (zur 
Einstellung auf das verwendete Radionuklid) mit einer Zahlerkarte in einem Rechner 
verbunden, welcher die Daten mit einem entsprechenden Programm anzeigt und/oder 
speichert. 

Das Detektionssystem besteht gemaB einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform aus zwei 
oder mehr MeBkopfen (dies konnen je nach erfaBten Strahlung z.B. Gamma-Strahlungs- 
Detektoren sein), einer zugehorigCT Standar Ausleseelektronik und einem 
Datenerfassungssystem (Rechner). 
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Aufgrund der unterschiedlichen Strahlungsenergie welche im Wirbelschichtreaktor 
nachgewiesen werden sollen, muB ein hoher Dynamikbereich sichergestellt sein. 
Fur die Ausfuhrung des MeBkopfes bieten sich verschiedene Moglichkeiten an, wie z.B. die 
Verwendung von Halbleiter-Detektoren oder Szintillations-Detektoren. Beide Typen von 
5 Detektoren sind fiir Einzel- sowie Koinziden2messung geeignet und mussen sorgfaltig mit einer 
Blehimmantehing abgeschirmt werden. Die ionisierende StraMung kann direkt (Halbleiter) 
oder indirekt (Szintillation) nachgewiesen werden. Der Szintillator kann sowohl unmittelbar 
oder uber Lichtwellenleiter an den Photomultiplier gekoppelt werden. Urn die Empfindlichkeit 
der MeBanordnung zu erhdhen, konnen die Detektoren rund urn den Reaktor angeordnet 
10 werden. 

Bei einer Durchfuhrung des Verfahrens mit Radiotracern ist es zum Schutz des bedienenden 
Personals erforderlich, den Reaktor mit einem Bleischirm abzuschirmen. Die Kollimation der 
Detektoren auf das jeweilige Gesichtsfeld erfolgt durch Bleiabschirmungen geeigneter 
15 Geometrie oder bei Positronenstrahlern optional durch Koinzidenzmessungen. 

Das Ziel der Erfindung ist zwar grundsatzlich darauf abgestellt, daB die Untersuchung 
vollstandig am geschlossenen System durchgefuhrt werden kann und eine Entnahme von 
Proben aus der Vonichtung nicht erforderlich ist. Dieses Ziel laBt sich auch erreichen, wenn 

20 das erfindungsgemaBe Verfahren gemaB der vorstehenden Beschreibung durchgefuhrt wird. 
Es konnen jedoch Untersuchungen beabsichtigt sein, wo eine Entnahme erforderlich ist. Eine 
solche Entnahme ist z.B. dann erforderlich, wenn die Untersuchung Auskunft uber die Identitat 
der von den Zellen hergestellten Metaboliten, uber eine Bindung an bestimmten Zellorganellen, 
uber Beschadigungen der Zellen, und ahnliche Auskunfte die nur durch eine anschlieBende 

25 Untersuchung auBerhalb der Vorrichtung durchgefuhrt werden konnen. In solchen Fallen sieht 
das erfindungsgemaBe Verfahren vor, daB zusatzlich zu den automatische erfaBten und on-line 
ausgewerteten Untersuchungen zu bestimmten Zeitpunkten Proben genommen werden, welche 
zur Auswertung auBerhalb der Vorrichtung aufgearbeitet werden. 

30 Sollte eine Abnahme von Proben aus der Vorrichtung erforderlich sein, ist in der Vorrichtung 
eine Entnahmestelle vorgesehen. 
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Das erfindungsgemafie Verfahren eignet sich grundsatzlich zur Anwendung in Untersuchungen 
welche zum Ziel haben, die pharmakokinetischen Eigenschaften von Chemikalien zu 
untersuchen. Das Verfahren ist ebenfalls geeignet, zur Durchfiihrung von Untersuchungen zur 
Erfassung der toxischen Eigenschaften von Chemikalien. 

5 

Eine wehere Verwendung des erfindungsgemaBen Verfahrens betrifft die Messung der 
Porositat in dem Reaktor. 

Unter Porositat eines Wirbel- oder Festbettes versteht man den Anteil des flussigen Mediums 
im Bereich des Bettes, welcher sich aus dem Zwischenkornvolumen und den zuganglichen 

10 Hohlraumen im Innern der Trager zusammensetzt. 

Im zellfreien Reaktor ist die Porositat somit der Quotient aus der im Bereich des Bettes 
gemessenen Signalintensitat und der im tragerfreien Umlauf gemessenen Intensitat 
Es ist eine Voraussetzung fur eine solche Messung, daB die markierte Substanz nicht an den 
Tragern haftet, weil dies zu einer Anreicherung im Bereich des Bettes fuhren und somit zu 

15 einem falschen Ergebnis fuhren wiirde. 

Bei einem Wirbelbett fuhrt die Erhohung des Volumenstroms im Umlauf des 
Wirbelschichtreaktcrs zu einer Expansion des Wirbelbettes und damit zu einer Erhohung der 
Porositat. 

20 Die Porositat eines Wirbel- oder Festbettes kann mittels kontinuierlicher Dafenerfassung 
ermittelt werden. Die Porositat ist vor allem fur verfahrenstechnische Fragestellungen von 
Interesse. 

Eine sehr konkrete Fragestelkmg kann sich ergeben, wenn im Rahmen einer Untersuchung mit 
25 einem an festen Tragern immobifisierten Katalysator die Messung gewiinscht wird, ob der 
immobilisierte Katalysator ausblutet (von den Tragern runtergespiilt wird). Bei dieser 
Fragestellung handett es sich urn eine Untersuchung welche in Abwesenheit von Zellen 
durchgefuhrt wird. Der Trager welche die Trager als Festbett oder als Wirbelbett enthalt wird 
von einer flussigen, das Substrat aufweisenden Phase durchstromt. Durch regelmaBige 
30 Injektion einer ein Signal produzierende Verbindung, z.B. einem Radiotracer, kann die 
Porositat des Bettes gemessen werden. Bei einem Verlust des Katalysators wird eine 
Veranderung der Porositat festgestellt. 
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Beschreibung der Erfindung anhand von Abbildungen. 

Figur 1 stellt schematisch eine Versuchsvorrichtung mit Wirbelschichtreaktor. 
Figur 2 stellt schematische eine Versuchsvorrichtung mit Wirbelschichtreaktor dar. 
5 Figur 3 stellt das Ergebnis einer Untersuchung mit ^fdq m j er erfindungsgemaBen 
Vorrichtung dar. 

Figur 4 stellt das Ergebnis einer Untersuchung mit l^FDG an humanen diomzellen dar. 
Figur 5 stelh das Ergebnis einer Porositatsmessung dar. 



10 In der Figur 1 ist schematisch eine erfindungsgemafle Vorrichtung dargestellt. Die 
Vorrichtung weist einen Reaktor 1 auf, welche aus einem zylindrischen Teil 2 und einem sich 
verjungenden Ende 3 besteht. Der Reaktor 1 ist von einem Heizmantel 4 umgeben. Ein 
Umlaufsystem 6 ist dem Reaktor zugeordnet. Das in dem Reaktor vorhandene flussige 
Medium wird mittels einer peristaltischen Umlaufpumpe 5 dem Reaktor entzogen und ihm fiber 

15 dem Umlaufsystem 6 wieder zugefiihrt. Das Umlaufsystem 6 besteht in seiner einfachsten 
Ausfuhrung aus einem Schlauch, welcher an Positionen 8 und 9 an dem Reaktor 1 
angeschlossen ist. Bei der Position 7 kann dem Reaktor flussiges Medium entnommen werden. 
Dem Umlaufsystem sind Kontrollorgane 10 zugeordnet welche eine laufende Uberwachung der 
Zusammensetzung des Mediums ermoglichen. Die Kontrollorgane 10 umfassen immer eine 

20 SauerstofFsonde aber koimen ansonsten beliebige MeBgerate umfassen. Es kann frisches 
flussiges Medium zugefuhrt werden und zwar fiber die Leitung 11. Die Silikonmembran zur 
Begasung des flussigen Mediums ist in einer Anordnung 12 im Umlaufsystem 6 integriert urn 
eine eventuelle Storung der MeBvorgange im Bereich des Reaktors 1 zu vermeiden. Zugabe 
von Chemikalien oder einen Signal produzierende Substanzen findet fiber einer Leitung 15 

25 statt. Die in der Figur 1 gezeigte Anordnung umfaBt eine gemeinschaftliche Zufuhrieitung 15 
welche fur eine akute Injektion wie fur eine Zugabe der Chemikalie oder der ein Signal 
produzierenden Substanz als Infusion verwendet werden kann. Wird eine akute Injektion 
vorgenommen, mit welchem Vorgang praktisch eine akute Injektion am Menschen oder am 
Tier imitiert werden soli, wird die Injektion mittels einer Spritze 16 durch eine Membran 17 in 

30 den Teil 18 der Leitung vorgenommen. Ist eine Infusion vorgesehen, wird diese z.B. mittels 
einer Infusionspumpe 27 im Teil 19 der Leitung vorgenommen. Die Positionen der 
Zufuhrieitung 11, der Kontrollorgane 10, der Begasungsanordnung 12 und der Zufiihrleitung 
15 sind alle dem Umlaufsystem zugeordnet, ihre genaue Position muB jedoch nicht unbedingt 
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sein wie es in der schematischen Figur dargestellt ist, es kommen fur die gleiche Durchfuhning 
des erfindungsgemafien Verfahrens auch andere Positionen in Betracht, wobei auch die 
Reihenfolge der Anordnung in dem Umlaufsystem variiert werden kann. Die 
erfindungsgemafie Vorrichtung weist Detektoren zur Erfassung des bei der Interaktion der 

5 Zellen mit der Chemikalie produzierten Signals auf. Die Figur 1 stellt eine Vorrichtung dar, 
welche zwei Detektoren 20 und 21 umfaBt, wobei der Detektor 20 dem oberen Bereich des 
Reaktors 1, der Detektor 21 demgegenuber dem unteren Bereich des Reaktors 1 zugeordnet 
ist. Ein weherer Detektor 22 ist dem Teil des Umlaufsystems zugeordnet, welcher sich direkt 
am verjungten Ende des Reaktors anschlieBt. Noch ein weiterer Detektor 23 befindet sich an 

10 der Zufuhrleitung 15. Die Detektoren konnen fur bestimmte Strahlenarten oder 
Fluoreszenzsignale optimiert sein, sie konnen aus einer Anregungslichtquelle und einer 
optischen Separierungseinheit zusatzlich zum Detektor bestehen oder auch als Kombination 
verschiedener Detektionssysteme ausgebildet sein. Der Reaktor 1 ist mit einem Deckel 24 
abgeschlossen, welcher mit einem SchraubverschluB mit dem Reaktor verbunden wird. Der 

15 Deckel 24 weist Vorrichtungen zur Entnahme von Proben auf, welche hier nicht weiter 
dargestellt sind. Diese Entnahme kann steril mit einer Sterilbank vorgenommen werden. 

Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemafien Verfahrens wird der Reaktor 1 mit einem 
flussigen Medium gefiillt, welches von der peristaltischen Umlaufpumpe 5 durch das 

20 Umlaufsystem 6 gepumpt wird. Bezieht sich die Untersuchung welche durchgefiihrt werden 
soli auf einer Reaktion in einem Wirbelbett wird das fliissige Medium durch die peristaltische 
Pumpe 5 in die Richtung des Pfeiles 25 gefbrdert. Es spricht von selber, dafi bei einer 
Ausrichtung als Festbett eine Forderung in die entgegengesetzte Richtung vorgesehen wird. 
Der Reaktor weist in dem flussigen Medium die festen Partikeln 26 au£ welche durch den 

25 konstanten Zustrom des flussigen Mediums standig aufgewirbelt werden, ohne jedoch den 
unteren Bereich des Reaktors 1 zu verlassen. Die on-line-Erfassung erfolgt durch den 
Detektor 22 als Kontrolle fur die Einhahung der Versuchsbedingungen, durch den Detektor 21 
als Indikator fur die von den Zellen aufgenommene Aktivitat und durch den Detektor 20 als 
Detektor fur die im Medium verbliebene Aktivitat. Fur die Kalibrierung des Systems d.h. fur 

30 die quantitative Erfassung der in den Zellen aufgenommenen Aktivitat wird erfindungsgemafi 
eine markierte Testflussi^ceit verwendet. Sie erlaubt durch den Vergleich der MeBdaten der 
Detektoren 20 und 21 die Bestimmung der markierten Substanzmenge welche sich an den 
Zellen angelagert hat oder von den Zellen aufgenommen und metabolisiert wird. 
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Die Figur 2 stellt eine weitere mogliche Ausfuhningsform einer erfindungsgemaBen 
Vorrichtung dan Im Unterschied zu der in der Figur 1 dargestellten Vorrichtung ist hier die 
Zufuhrleitung 15 an einer anderen Position im Umlaufsystem vorgesehen. Wesentlicher noch 
5 ist die Ausfiihrung des Detektionssystems. Samtliche Detektoren 20, 21, 22 und 23 sind bei 
dieser Ausfuhrungsform nicht als einzelne Detektoren sondern als eine doppelte Ausfertigung 
vorgesehen. Eine solcbe Ausfiihrung erlaubt eine wesentliche genauere Erfassung der 
Signalintenshat. 

10 Beschreibung der Erfindung anhand von Ausfuhrongsbeispielen. 
Beispiel 1. 

Untersuchungen zur Aufiiahme von [18F]-markierter Fluordeoxyghikose (18FDG) an 
15 humanen Gliomzellen (86HG39) im Wirbelschichtreaktor. 

In einem Wirbelschichtreaktor wurden humane Hirntumorzellen (86HG39) auf offenporige 
Boroalikatglastragern (Siran®, Schott, Mainz) immobilisiert und bis zu einer Zelldichte von ca 
1*10** Zellen pro Gramm Trager kultiviert Als Medium kam handelsubliches EMDM mit 10 
20 %-igem Kalberserum zum Einsatz. Der Wirbelschichtreaktor war mit zwei 
Szintillationsdetektoren ausgestattet, einer auf der Hohe des Wirbelbettes (entsprechend 
Detektor 21 in der Figur 1) und einer oberhalb im Bereich des zellfreien Umlaufs 
(entsprechend Detektor 20 in der Figur 1). 

25 Zu dem in der Figur 3 gekennzeichneten Zehpunkt wurde der Wirbelschichtreaktor mit f 1 **F]- 
maridertw Fluordeoxyglukose ( 18 FDG) in Form einer Sprungfunktion beaufschlagt. 
l^FDG wird in der Klinik zur Untersuchung des Glukosestofiwechsels und zur Diagnose von 
Tumoren genutzt. Die Verbindung wird in die Zellen aufgenommen, aber im Gegensatz zur 
naturlichen Ghikose nicht verstofiwechselt. 

30 Die Signale im Wirbdbett und im zellfreien Umlauf sind in der Figur 3 dargestellt. Aus der 
Differenz zwischen dem Signal im Wirbelbett und im zellfrdien Umlauf (dargestellt in Figur 4) 
ergibt sich direkt die intrazellulare Anreicherung des Radiotracers in den immobilisierte Zellai. 
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Der radioaktive Zerfall und der Glasanteil im Wirbelbett wurden durch die MeBdatenerfassung 
bereits berucksichtigt. 

Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden dem Wirbelschichtreaktor Tragerproben mit 
immobilisierten Zellen entnommen (mittels eines im in der Figur 1 dargestellten Deckel 24 
5 integrierten Tragerprobenahmesystem), urn die intrazellulare Akkumulation des Radiotracers 
off-line zu bestimmen und mit dem on-line erhaltenen Signal zu vergleichen. 

Die Figur 4 zeigt das Ergebnis des Vergleiches der off-line und on-line Bestimmungen. 
Es ist offensichtlich, daB der Verlauf der Kurve, welche die on-line erfaBte Bindung des 
10 Radiotracers an den Partikeln dokumentiert, perfekt mit dem Ergebnis der off-line Bestimmung 
ubereinstimmt. 



Beisoiel 2. 

15 

In einem Wirbelschichtreaktor befand sich ein Wirbelbett bestehend aus offenporigen 
Borosilikatglastragera (Siran®, Schott, Mainz) mit einem Durchmesser von 500 - 560 (im. 
Als Umlaufinedium wurde bei der Untersuchung entionisiertes Wasser verwendet 
Der Reaktor war mit zwei Szintillationsdetektoren ausgestattet, einer auf der Hohe des 
20 Wirbelbettes (entsprechend Detektor 21 in der Figur 1) und einer oberhalb im Bereich des 
zellfreien Umlaufs (entsprechend Detektor 20 in der Figur 1). 

Zum Zehpunkt t=0 wurde eine waBrige [18F]-markierte Fhioridlosung in das System injiziert 
(mittels einer Injektion in der Position 18 der Figur 1). Nach ca 5 Minuten hatte sich die 
25 Aktivitat im Reaktor gleichmaBig durchmischt. 

Der Quotient gebUdet aus Aktivitat im Wirbelbett und der Aktivitat im Umlauf entspricht der 
aktuellen Porositat des Wirbelbettes, dieser Wert wird ublicherweise als Prozentwert 
dargesteDt. 

AnschlieBend wurden mittels der Umlaufpumpe (Umlaufpumpe 5 in der Figur 1) 
30 unterschiedliche Volumenstrome fiir den Umlauf eingestellt. In Abhangigkeit vom 
Vohimenstrom anderte sich die Expansion des Wirbelbettes und damit auch die Porositat, 
welche jeweils wie oben dargestellt durch Quotientenbildung der gemessenen Aktivitaten im 
Bereich des Wirbelbettes und des Umlaufs on-line gemessen wurde. 
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Die Figur 5 zeigt die so ermhtelte Porositat als Funktion des Umlaufvolumenstroms. 
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1. Verfahren zur Durchfuhrung der Messung einer Interaktion von einer Chemikalie mit in 
einem Reaktor enthaltenen Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB eine der bei der Interaktion 
zwischen der Chemikalie und den Zellen betroffenen Komponenten eine ein Signal 
produzierende Komponente darstellt, welches Signal sich zur Erfassung durch ein 
Detektionssystem auBerhalb des Reaktors eignet. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Chemikalie in dem Reaktor 
mittels eines detektierbaren Signals erfaBt wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruchl, dadurch gekennzeichnet, daB die Chemikalie mittels 
Erfassung der Radioaktivitat detektierbar ist. 

4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen an 
festen Partikeln immobilisiert sind. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das 
detektierbare Signal einem Rechner zugeleitet und on-line verarbeitet wird. 

6. Vonichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens gemaB einem der Anspruche 1 bis 5 zur 
Messung der Interaktion von Chemikalien mit Zellen in einem flussigen Medium, 
umfassend einen Reaktor air Aufhahme der Zellen, 

ein Umlaufsystem, 

Kontrollorgane zur Uberwachung der Zusammensetzung des Mediums, 
eine Anordnung zur Begasung des Mediums und 
mindestens einen Eingang fur die Chemikalie, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

in der Vonichtung mindestens ein Detektionssystem zur Erfassung der Interaktion 
angeordnet ist. 
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7. Vorrichtung gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Umlaufsystem eine am 
unteren Ende des Reaktors angeordnete Offiiung umfeBt, welche mittels einer Leitung mit 
einer am oberen Ende des Reaktors angeordnete Offiiung verbunden ist. 

5 8. Vorrichtung gemaB Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB in der Leitung eine 
Umwalzpumpe angeordnet ist. 



9. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB der Reaktor 
ein Wirbelschichtreaktor ist. 

10 

10. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 6 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Anordnung zur Begasung des Mediums eine Begasungsmembran zur blasenfreie Begasung 
umfaBt. 

15 11 .Vorrichtung gemaB Anspruch 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB die Anordnung in der 
Leitung gemaB Anspruch 7 angeordnet ist. 

12. Vorrichtung gemaB einem der Anspriiche 6 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine 
Anordnung zur Entnahme von Proben angeordnet ist. 

20 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 6 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Vorrichtung ein Detektionssystem im Bereich der Zellen und ein weiteres Detektionssystem 
im Bereich des zellfreien Uberstands umfaBt. 

25 14. Vorrichtung gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB ein weiteres 
Detektionssystem der Leitung gemaB Anspruch 7 zugeordnet ist. 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
weiteres Detektionssystem dem Eingang fur die Chemikalie zugeordnet ist. 

30 

16. Verwendung des Verfahrens gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Messung von 
pharmakinetischen Eigenschaften von Chemikalien. 
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17.Verwendung des Verfahrens gemaB einem der anspriiche 1 bis 4 zur Erfassung von 
pharmakologischen oder toxischen Eigenschaften von Chemikalien. 



5 



18.Verwendung des Verfahrens gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 zur Messung der Porositat 
in einem Wirbelbett oder einem Festbett. 
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Anwendungsbeispiel 

Aufhahme von l8 FDG an hnmanen Gliomzellen 
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